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論文内容要旨
序論
 天然には,数多くのイソプレノイド化合物が存在するが,これらはすべてイソペンテニルニ
 リン酸を経て生合成される。イソペンテニルニリン酸(IPP)とアリル性プレニルニリン酸の
 head-to-tail縮合を触媒しプレ'ニルニリン酸を与える酵素はプレニルトランスフェラーゼと総
 称されている。
 ポリプレニルトランスフェラーゼは炭素数25以上の生成物を与えるプレニ・ルトランスフェ
 ラーゼである。この酵素群は,IPPのE一型縮合を触媒するE一ポリプレニルトランスフェラー
 ゼとIf)PのZ一型縮合を触媒するZ一ポリプレニルトランスフェラーゼに分類される。両酵素群
 はそれぞれ生成物として,全E一ポワプレニルニリン酸,Z,E一混合型ポリプレニル.ニリン酸を
 与える。前者は,電子伝達系に関与するプレニルキノンの側鎖として機能する。後者は,糖タ
 ンパク質の生合成あるいは細菌の細胞壁の生合成を担う“糖キャリアーリピド'!の前駆体であ
 る。著者はこのような重要な生理機能をもつ物質の生合成に関与するポリプレニルトランス
 フェラーゼの触媒機構に関する研究を行った。
 現在までに7種類のポリプレニルトランスフェラーゼが種々の細菌から発見されている。ほ
 とんどのポリプレニルトランスフェラーゼは,膜結合性酵素に多くみられるように,in謝roで
 の酵素活性の発現に界面活性剤の添加を必須とするか,その添加によって著しく活性化される。
 しかし,〃砂η600億sJ%!6欝B-P26のヘキサプレニルニリン酸合成酵素とβ召ごi〃"53'碗'1'sの
 ヘプタプレニルニリン酸合成酵素は,酵素活性の発現に界面活性剤の添加を必要としないばか
 りでなく,その添加はむしろ阻害的に働く。さらに興味深いことに,両酵素ともカラムクロマ
 トグラフィーによって容易に2つのヘテロな必須タンパク成分に分離されてしまうことが知ら
 れている。(ヘキサプレニルニリン酸合成酵素の2成分を成分Aおよび成分Bと呼ぶ。)これら
 の性質は,ヘテロな2成分から成るポリプレニルトランスフェラーゼは界面活性剤を必要とす
 る酵素とは異なる酵素反応機構が存在していることを示唆している。この機構を明らかにする
 目的で,躍.」躍8z`sB-P26のヘキサプレニルニリン酸合成酵素について研究を行った。また,
 同菌体のZ一ポリプレニルトランスフェラーゼの酵素活性の発現に必須な因子について調べ
 た。
 第1章ウンデカプレニルニリン酸合成酵素
 第1節一箇体をフレンチプレス処理し,その10,8000×g遠心上清画分について0-80%
 硫安分画を行った。この画分についてSephadexG-100クロマトグラフィーを行ったところ,
 V。画分にZ一ポリプレニルトランスフェラーゼ活性が認められた。酵素反応生成物の分析から
 V。画分に存在するのはウンデカプレニルニリン酸(C55PP)合成酵素であることがわかった。
 しかも,この画分の酵素は従来知られているC55PP合成酵素とは異なり,酵素活性の発現にト
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 リトンX-100の添加を必要としなかった。V。面分について,DE52クロマトによる精製を行っ
 たところ,C55PP合成酵素は活性の発現に1・リ1・ンX-100の添加を必要とするようになった。
 V。画分に存在する菌体由来の活性化因子についてその性質を調べたところ,熱に安定でしか
 もクロロホルムーメタノール系で抽出されることがわかった。
 第2節活性化因子を同定するため,菌体からのクロロホルムーメタノール抽出物を調べ
 た。抽出物には,カルジオリピン,ホスファチジルグリセロール,0一リジルホスファチジル
 グリセロールの3種類のリン脂質と,糖脂質および中性脂質が確認された。このうち酵素を活
 性化したのは,カルジオリピンとホスファチジルグリセロールであった。V。画分の酵素に対し
 てトリトンX-100の添加効果を調べたところ,低濃度で著しい活性の低下がみられた。このこ
 とは,脂質の膜構造が酵素活性の発現に重要な働きをしていることを示唆している。
 第2章ヘキサプレニルニリン酸合成酵素の必須成分間の相互作用
 第1節細菌を超音波処理して得られた粗抽出液から,成分Aを6段階の精製操作を経
 て約250倍に精製した。成分Bは5段階で約40倍に精製された。また,本酵素はヒドロキシアバ
 タイトクロマトだけでなく,ゲルロ過や,DEAE等のクロマトグラフィーによっても成分Aと
 成分Bに分離されることがわかった。Superose12によるゲルロ過法によって,これらの成分の
 分子量を見積もった。成分Bはその濃度に依存して,少なくとも3種類の会合状態をとること
 がわかり,みかけの分子量は,18-49kDaの範囲で変化した。成分Aは成分濃度と溶媒のイオ
 ン強度に依存して,少なくとも2種類の会合状態をとり,13-24kDaの範囲の分子量を示した。
 第2節一Superose12によるゲルロ過法を用いて成分聞の相互作用を調べた。成分Aと成
 分Bを混合しMg2・存在下でインキュベーションした後ゲルロ過を行うと,各成分を単独でゲ
 ルロ過した場合とほぼ同じ位置に両成分とも溶出した。しかし,成分Aと成分BをMg2・,ファ
 ルネシルニリン酸(FPP)およびIPP存在下でインキュベーションし,ゲルロ過を行った時に
 は,各成分の溶出位置は大きく変化した。成分Aは24kDaと50kDaの位置に,成分Bは27
 kDaと50kDaの位置に溶出した。上記の実験で,一方の基質を14Cで標識して,放射能の溶出
 位置を調べたところ,FPPは成分A成分Bと共に50kDa位置に溶出することがわかった。以
 上の結果は,酵素反応が行われている状態では,24kDaの成分A会合体(、4とする),27kDa
 の成分Bの会合体(・8とする)およびFPPとで構成される複合体,z4一β一FPPが酵素反応中
 間体であることを示している。
 第3章ヘキサプレニルニリン酸合成酵素の触媒部位
 第1節成分BはノV一エチルマレイミド(NEM),ρ一クロロマーキュリー安息香酸あるい
 はヨードアセトアミド等のSH試薬によって速やかに活性を失った。一方,成分Aは同一条件
 下で,活性を保持した。
 第2節FPP,ファルネシルーリン酸(FP),IPPや無機ピロリン酸(PPi)はNEMに
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 よる攻撃から成分Bの活性を保護した。このうち,FPPが最も有効な保護効果を示した。IPP
 やPPiによる保護にはMg2+の存在が必須で,かつFPPによる保護に比べて250倍以上の高濃
 度を必要とした。以上に述べた成分Bの活性の保護には,常に成分Aの存在が必須であった。
 以上の結果は,成分BのSH基が,成分Aと成分Bとで形成される活性部位に存在することを
 示している。また,FPPの炭素鎖部分がSH基の保護に重要であることがわかった。
 第3節一アルギニン修飾試薬(2,3一プタンジオン,1,2一シクロヘキサンジオン,フェニル
 グリオキサール)の処理により,成分Bは成分Aに比べ顕著に活「生が低下した。
 第4節一2,3一ブタンジオンによる成分Bへの攻撃からの保護には,FPP,IPPとMg2+
 の存在が最も有効であった。高濃度のIPPやPPiもMg2+存在下で保護効果を示した。2,3一ブ
 タンジオンに対するIPPやPPiの保護効果は,NEMに対するそれと類似した濃度依存性を示
 した。FPやイソペンテニルーリン酸は,Mg2+存在下でも保護効果は観察されなかった。以上
 に述べた成分Bの活性の保護には,常に成分Aの存在が必要であった。以上の結果は,FPPと
 IPPのそれぞれのピロリン酸部位との結合に関与する少なくとも2つのアルギニン残基が成
 分B上に存在することを示している。本章の結果から考えられる酵素の触媒部位のモデルを
 Figure1に示す。
 第4章成分Aと成分Bの複合体の形成
 第3章の結果から高濃度のIPPやPPiは成分A成分Bの複合体の形成を促進するものと
 考えられた。本章では,これを確かめることを目的として行った実験結果を述べる。成分A,成
 分BおよびMg2+をFPP,IPPあるいはPPiの存在下でインキュベーションした後,それぞれ
 FPPとMg2+,IPPとMg2+,あるいはPPiとMg2+を含む緩衝液中でSuperose12によるゲル
 ロ過を行った。成分Aと成分Bはいずれも50kDaに相当する位置に溶出した。この結果は,
 これらの条件下で,成分Aと成分Bは、4一一βの複合体を形成していることを示している。ま
 た,成分Aと成分Bは,基質あるいは基質アナログの非存在下でも相互作用をもつが,この相
 互作用は非常に弱いことがわかった。第2章,第3章および本章の結果から,成分Aと成分B
 の複合体G4一β)の触媒部位にはFPPの炭素鎖部分の認識部位と両基質のピロリン酸部分の
 認識部位が存在し,そのいずれかの部位に基質あるいはPPiが結合することにより,この複合
 体が安定化されるものと考えられる。Figure2に本研究により導かれたヘキサプレニルニリン
 酸合成酵素の触媒モデルを示す。
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 論文審査の結果の要旨
 本論文は細菌の2つのポリプレニルトランスフェラーゼの活性発現に必須の因子に関する研
 究成果をまとめたものである。〃ゴ6名0600c欝1躍8ZfsB-P26にはメナキノン側鎖の生合成のため
 のヘキサプレニルニリン酸合成酵素と多糖の生合成に関与するウンデカプレニルニリン酸合成
 酵素が存在することが知られていたが,両者の酵素活性発現に必須の因子については不明の点
 が多かった。著者は,これらの酵素がいずれも水溶性の基質から疎水性の生成物をつくる反応
 を触媒するにも拘らず,一方は試験管内での活性発現に界面活性剤の添加が必要であり,他方
 は不要であるという事実に着目し,これら2つの酵素の機能発現のしくみを明らかにしょうと
 した。
 第一章はウンデカプレニルニリン酸合成酵素の活性発現に必須の内在性因子の検索に関する
 ものである。著者はまず菌体から界面活性剤の非存在下に酵素活性を示す画分を可溶化したの
 ち,この画分をさらに分画した結果,タンパク画分とリン脂質画分を得た。前者はそれ自体で
 は不活性であったが,後者を添加すると活性が発現した。さらに後者を分離精製し,ホスファ
 チジルグリセロールとカルジオリピンがこの活1生化因子の本体であることを証明した。
 第二章はヘキサプレニルニリン酸合成酵素の必須成分に関するものである。この酵素は単独
 では触媒活性のない成分Aと成分Bに分離することが知られていたが,著者は各成分を精製
 し諸性質を調べるとともに,高速ゲルロ過法により,各成分が酵素として機能するときの会合
 状態を追跡した。その結果,基質を介してA,B両成分が会合する動的な状態をとらえることに
 成功した。
 第三章は酵素の活性部位に関するものである。著者は本酵素の活性にはシステイン残基とア
 ルギニン残基が関与すること,およびこれらの残基はいずれも成分B上に存在することを証明
 した。また,これらの残基がそれぞれの特異的修飾試験薬の攻撃から保護されるための条件を
 詳しく調べ,SH基とアルギニン残基の成分B上での位置関係や成分Aの役割について考察し
 た。
 第四章は成分Aと成分Bの会合体形成に関するものである。著者はこれらの成分の間の相
 互作用に及ぼす基質や無機ピロリン酸等の影響を明らかにし,その結果と前章の知見とを合わ
 せ,2つの異なるタンパク成分から成るヘキサプレニルニリン酸合成酵素のユニークな触媒作
 用のしくみについて一つのモデルを提出した。
 これらは著者が自立して研究活動を行なうに必要な高度の研究能力と学識を有することを示
 している。よって吉田一郎提出の論文は理学博士の学位論文として合格と認める。
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